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ABL : abelson murine leukemia virus
ADC : antibody-drug conjugates
ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
AKT : v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 
ALK : anaplastic lymphoma kinase
ATM : ataxia telangiectasia mutated
BRAF : v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
BRCA : breast cancer susceptibility gene
CCR4 : C-C chemokine receptor type 4
CDC : complement-dependent cytotoxicity
Chk : checkpoint kinase
C-kit : v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
EGF : epidermal growth factor
EGFR : epidermal growth factor receptor
ERK : extracellular signal-regulated kinase
HDAC : histone deacetylase
HER2 : human EGFR-related 2
HGF : hepatocyte growth factor
IGF-1R : insulin-like growth factor 1 receptor
IgG : immunoglobulin G
KRAS : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
MEK : MAPK/ERK kinase
mTOR : mammalian target of rapamycin
NK : natural killer
PAR : poly (ADP-ribose)
PARG : poly (ADP-ribose) glycohydrolase 
PARP : poly (ADP-ribose) polymerase 
PDGFR : platelet-derived growth factor receptor
PI3K : phosphoinositide-3 kinase
RAF : v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog
RANKL : receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
TGF : transforming growth factor










































と分子標的薬の特徴を Table 1-1 に示す。分子標的薬にはモノクローナル抗体と低分子化合
物があり、それぞれの特徴を Table 1-2 に示す。またターゲットとしては、①増殖に関わる
シグナル伝達因子、②血管新生経路に関わる因子、③細胞表面抗原が主である。またこれ
ら以外にも多様な分子を標的として薬剤の開発が行われている。これまでに承認されてい
る主な分子標的薬剤を Table 1-3 に示す。 
 
 





















接的効果と間接的効果があるが、セツキシマブを例として抗体医薬の機序を Figure 1-1 及







が多い．EGFR と同じく ErbB ファミリーに属する受容体 HER2 を標的とするトラスツズ
マブは HER2 陽性の乳がんおよび胃がんを対象に開発が行われたことが成功の鍵であった





















Figure 1-1 EGFR シグナルとセツキシマブの直接的効果 
 EGFR はリガンド依存的に活性化し、細胞の生存や増殖に関わるシグナルを伝達する。セツキシマブは
EGFR に結合し、リガンドの受容体への結合を阻害する。この結合により、増殖や生存に関わるシグナル




Figure 1-2 セツキシマブの間接的効果（ADCC） 









ナーゼ阻害剤は ATP 結合ドメインで作用し、リン酸化反応を阻害する。 





に対して driver mutation の依存度が高い状態（oncogene addiction）であることを示す知
見である。このような知見に加え次世代シークエンサーの発展により、肺腺がんを中心に
次々と driver mutation が同定されてきている。Figure 1-3 に日本人肺腺がんの遺伝子異常
の種類とその頻度を示す。このうち EGFR と未分化リンパ腫キナーゼ（ALK）に対する薬
剤は承認されている。また図中の遺伝子以外のチロシンキナーゼ受容体である RET（ret 





Figure 1-3 日本人肺腺がんの遺伝子異常の種類とその割合（文献 1 より引用･改変） 





 上述の driver mutation に対する薬剤は劇的な治療効果が認められる一方で、その効果は
一過的でほとんどの症例で薬剤に耐性となる。これらの耐性機構の研究も進み、EGFR 阻
害剤に対する主な耐性メカニズムは EGFR の secondary mutation (T790M)の出現や肝細
胞増殖因子（HGF）とその受容体 MET による bypass 経路の活性化などであることが明ら
かにされている（Figure 1-4）。最近では、この薬剤耐性克服を目指して EGFR T790M 変








Figure 1-4 肺がん症例における EGFR阻害剤の獲得耐性メカニズムとその頻度 （文献 2より引用･改変） 
 EGFR 阻害剤の獲得耐性メカニズムとして EGFR の 2 次的変異（T790M）の出現と HGF/MET 経路の












（PARP）阻害剤である。DNA 修復経路である相同性組換えに関わる BRCA1/2 遺伝子で
は、乳がんや卵巣がんで遺伝子異常に伴う機能欠損が認められている。一方でPARPはDNA
修復の一つである塩基除去修復に関与している。BRCA1/2 遺伝子異常を有する細胞では、







Figure 1-5 BRCA1/2 変異細胞に対する PARP 阻害剤の効果 






































第 2 章 
 EGFR 抗体薬であるセツキシマブはすでに大腸癌の治療薬として承認されているが、
KRAS 変異がセツキシマブ療法の抵抗性のバイオマーカーであることが複数の臨床試験の



















    
第 4 章 
 DNA 損傷後、PARP1 が活性化し、ポリ ADP リボース（PAR）の形成が早期に誘導され
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る。PAR の形成は、様々な DNA 修復因子の DNA 損傷部位へのリクルートや活性化に関与
している。一方で、DNA 修復には PAR の分解も重要であることが、認識されている。こ
の分解酵素が PARG である。最近の報告では、PARG 機能欠損細胞株は放射線感受性が高
いことが示されている。本章では、肺がんにおいて放射線増感の標的としての PARG の妥









































10,11。NK 細胞は FcIIIA（CD16a）を発現しており ADCC の主要なメディエーターである
ことが知られている 12。Clynes らは、モノクローナル抗体薬は生体内で主に ADCC によっ
て抗腫瘍効果が発揮されると報告している 13。Fc受容体には抗体との親和性の異なるいく
つかの多型が知られている。IgG と高い親和性を示す FcR 遺伝子型を有する症例では抗














ている。また in vitro 試験において、KRAS 活性型変異に起因するシグナル伝達及び細胞増
殖を、セツキシマブが抑制できないことが示されており、これは臨床試験の結果を支持し
ている 23,24。しかしながら、セツキシマブの直接的効果による細胞増殖抑制は KRAS 野生
型がん細胞株においても限定的であるこが報告されている 25。一方で、セツキシマブによる
ADCC 効果と KRAS 変異の関係はほとんど知られていない。 
 上述の臨床試験及び非臨床試験の結果から、KRAS 活性型変異は直接的細胞増殖抑制効
果に加え、さらにセツキシマブが誘導する ADCC の耐性に寄与するのではと仮説を立てた
（Figure 2-1）。本研究は、KRAS 活性化型変異が大腸がん株に対する ADCC 効果に与える
影響について検討した。 
 
Figure 2-1 本章の仮説 
 KRAS 変異がんに対してセツキシマブの臨床効果は得られない一方で、セツキシマブの抗腫瘍効果に







 KRAS 変異（G13D）を有するヒト大腸がん細胞株 HCT116 及び DLD-1 とその変異アレ
ルを欠失したアイソジェニック株（Hkh2、DKO-4 及び DKs-8）は福岡大学医学部白澤専
二教授より供与を受けた 26。SW-48、COLO205 細胞株は DS ファーマバイオメディカルか
ら購入した。WiDr、COLO320HSR、SW480、HCT-15 及び A431 細胞株は American Type 
Culture Collection（ATCC）より購入した。HCT116 及び Hkh2 細胞株は 10% ウシ胎児
血清（FBS）を加えた MaCoy’s 5A（GIBCO）培地で、その他の細胞株は 10% FBS を加え
た RPMI-1640（Sigma-Aldrich）培地で培養した。NK 細胞株 NK92 は ATCC より購入し、
IL-2（200 U/mM、Peprotech）を添加した Myelocult H5100（STEMCELL）培地で培養
した。すべての細胞株は CO2インキュベーターにて 37℃、5% CO2の条件下で培養した。 
 
抗体 
 セツキシマブは Merck Serono から供与を受けた。フローサイトメトリーで利用した
CD16a、Fas、DR4 及び DR5 に対するモノクローナル抗体は BioLegend より購入した。
ウエスタンブロッティングには、以下のラビットポリクローナル抗体を Cell Signaling 
Technologies より購入し利用した:リン酸化 p44/42 MAPK（ERK1/2）（Thr 202/Tyr 204）、 
p44/42 MAPK（ERK1/2）、リン酸化 AKT（Ser 473）及び AKT。ラビット抗 EGFR 抗体
（Santa Cruz）、 マウス抗 RAS 抗体（Abcam）及びマウス抗-actin 抗体（Sigma-Aldrich）
もウエスタンブロッティングに用いた。Fas 及び TRAIL に対する中和抗体は医学生物学研




FasL 及び TRAIL のリコンビナントタンパク質は R&D systems から購入した。細胞増殖
は 1 日後又は 3 日後に Cell counting kit-8（WST-8、同仁化学研究所）を用いて、添付の
手順書に従い評価した。ノックダウン実験では、5 nM の KRAS 特異的 siRNA（s7938、
Ambiomn）又はネガティブコントロール（NC）siRNA を Lipofectamine RNAiMAX
（Invitrogen）を用いて細胞にトランスフェクトした。FasL や TRAIL の処理はトランス




 一晩培養した細胞を冷 PBS で洗浄した後、プロテアーゼ阻害剤（Roche）とホスファタ
ーゼ阻害剤（Sigma-Aldrich）を添加した M-PER（Thermo Scientific）を用いて溶解した。




化学発光基質キット ECL plus（GE Healthcare）を用いてシグナルを検出した。プルダウ
ンアッセイでは、Mg2+ lysis Buffer（Millipore）を用いて細胞を溶解した。細胞抽出液を
Raf-1 ras binding domain agarose beads（Millipore）と 4℃で 1 時間反応させた。沈降物





標識モノクローナル抗体を 4℃で 15 分間反応させた。洗浄後、細胞を FACS Calibur（BD 
Biosciences）で解析した。EGFR の解析には、細胞に 1 g/mL のセツキシマブ を反応さ
せた。その後、FITC 標識抗ヒト IgG 抗体を 4℃で 15 分間反応させた。平均蛍光強度（MFI）
は FlowJo ソフトウエアを用いて解析した。 
 
レトロウィルスによる CD16a の遺伝子導入  
 CD16a ヒト cDNA（158V バリアント）を含む pCMV-XL4 プラスミドは OriGene より
購入した。BamHI 制限酵素サイトを含む 5’プライマー (5’-CGC GGA TCC ATG GGT GGA 
GGG GCT GGG-3’)と EcoR1 制限酵素サイトを含む 3’プライマー (5’-CCG GAA TTC TCA 
TTT TCA TTT GTC TTG AGG GTC CTT T-3’)を用いた PCR 反応により、CD16a cDNA
を増幅させた。BamH1/EcoR1 制限酵素処理を行った後、pMXs-IRES-Neo レトロウィルス
ベクター（Cell BioLabs Inc.）に CD16a cDNA を導入し pMXs-CD16a を得た。レトロウ
ィルスの産生のために、pCL-10A1 パッケージングベクターと pMXs-CD16a ベクターを
293T 細胞に導入した。トランスフェクション 48 時間後に、上清を回収しウィルス粒子を
得た。このウィルス粒子を RetroNectin（TaKaRa Bio）でコートしたプレート上で NK92








 ADCC は calcein-acetyoxymethyl（Calceine-AM、同仁化学研究所）を用いたカルセイ
ンリリース法により評価した。標的細胞（がん細胞）を Calceine-AM で標識した後、96 ウ
ェルプレートプレートに 1 ウェル当たり 5×103 個の細胞を播種した。セツキシマブは
0.001~10 g/mL の濃度で添加した。エフェクター細胞として PBMC または NK92/CD16a
18 
 
細胞を E:T 比（エフェクター細胞と標的細胞数の比）30:1 または 5:1 でそれぞれ添加した。
プレートを 37℃で 4 時間インキュベートした後、死細胞から遊離された上清中のカルセイ
ンの蛍光強度を測定した。標的細胞に取り込まれたカルセインの最大蛍光強度の測定のた
めには、標的細胞を 0.1% NP-40 で完全に溶解させた。評価に用いたウェルの蛍光強度を A、
標的細胞のみのウェルの蛍光強度（自然遊離）を B、標的細胞を NP-40 で完全溶解したウ
ェルの蛍光強度（最大遊離）を C とし、以下の計算式より ADCC を算出した。 
 
 Cytotoxicity (%) = (A–B) / (C–B) 
 ADCC (%) = Cytotoxicity (%, with cetuximab) – Cytotoxicity (%, without cetuximab) 
  
ADCC の評価（WST-8 アッセイ法） 
 エフェクター細胞存在下において、長時間（24 時間または 72 時間）のセツキシマブ暴露
による細胞増殖抑制効果を評価するために、以前に報告されている ADCC アッセイの改変
法を用いた 27。すなわち、標的細胞を 96 ウェルプレートに播種し、セツキシマブ及びエフ
ェクター細胞存在下で 24 時間または 72 時間インキュベートした。細胞生存率及び ADCC
は WST-8 を用いて評価した。細胞培養液のウェルの吸光度をバックグランドとした。標的
細胞にエフェクター細胞及びセツキシマブを加えたウェルを A、エフェクター細胞のみのウ
ェルを B、標的細胞にエフェクター細胞のみを加えたウェルを C とし、以下の計算式から
標的細胞の生存率を算出した。 
 
 Cell viability (%) = { (A–B) / (C–B) } × 100 
 ADCC (%) = {1– (A–B) / (C–B) } × 100 
 
パーフォリンの阻害実験では、100 nM のパーフォリン阻害剤 concanamycin A（CMA）




 セツキシマブを予めコートした 96 ウェルプレートに NK92/CD16a 細胞を播種し、4 時
間インキュベートした。その後、Cells-to-Ct Kit（Applied Biosystems）を用いて細胞から
RNA を抽出し、逆転写反応を実施した。定量 PCR は StepOnePlus Real-Time PCR System
（Applied Biosystems）を用いた。プライマー及びプローブとして TaqMan gene 
expression assay （ IFN、 Hs00989291_m1 、 TRAIL 、 Hs00921974_m1 、 FasL 、
Hs00181225_m1、TNF-、Hs00174128_m1 and GAPDH）を用い、各遺伝子の発現レベ





 緑色蛍光色素 carboxyfluorescein succinimidyl ester（CFSE）で標識したがん細胞に
NK92/CD16a 細胞及びセツキシマブ（1 g/mL）を加え、24 時間インキュベートした。ア
ポトーシス細胞の検出には in situ cell death detection kit（Roche）を用いた。蛍光画像は
蛍光顕微鏡 Biozero（Keyence）を用いて取得した。 
 
Cleaved caspase-3 の検出 
 標的細胞（HCT116 及び Hkh2）に NK92/CD16 細胞及びセツキシマブ（1 g/mL）を加
え、6 時間インキュベートした。PBS で洗浄後、3.7% formaldehyde で 15 分間固定した。
その後、5%正常ヤギ血清と0.3% TritonX-100を含むPBSで１時間ブロッキングを行った。
Alexa Fluor 488 を標識した抗 cleaved caspase-3 抗体（Cell signaling Technology）を 4℃




 データは平均±標準偏差で示した。P 値が 0.05 以下の場合、有意差ありとした。すべて












めに、変異型 KRAS 遺伝子を有する HCT-116 株と DLD-1 株（KRAS Mut）とそれぞれの
KRAS 変異アレルを欠失させ野生型 KRAS 遺伝子のみを有する Hkh2 株と DKO-4 株




結果、EGFR の発現量は KRAS 変異株（HCT-116 及び DLD-1）と KRAS 野生型株（Hkh2
及び DKO-4）の間には有意な差は認められなかった（Figure 2-2B）。次にこれらの細胞株
間でセツキシマブの直接的増殖抑制効果に差が認められるかについて検討した。KRAS 変
異株（HCT-116 及び DLD-1）では直接的増殖抑制効果は認められず、一方で KRAS 野生
型細胞株では高濃度のセツキシマブ暴露の際のみ限定的な増殖抑制効果が認められた
（Figure 2-2C）。さらにセツキシマブによる EGFR シグナルの抑制効果をウエスタンブロ











Figure 2-2 セツキマブの直接的効果 
 （A）各細胞にセツキシマブ（100 g/mL）を 72 時間暴露させた後、WST-8 アッセイ法により細胞生存
率を評価した。データは平均±標準偏差で示す（n=3）。細胞の KRAS 変異ステータスの情報は、過去の報




（100 g/mL）を 72 時間暴露させた後、WST-8 アッセイ法により細胞生存率を算出した。データは平均





2-3-2 NK92/CD16a 株の樹立 
 ADCC において NK 細胞は中心的なエフェクター細胞であることが知られている。NK
細胞株である NK92 細胞は、NK 活性は有するが FcRIIIa（CD16a）の発現が認められな
い。そこで ADCC の評価に NK 細胞株を利用するために、NK92 細胞に FcRIIIa（CD16a）
遺伝子をレトロウィルスにより導入し安定発現株を樹立した。CD16a の細胞発現を確認す
るために、フローサイトメトリーを用いて評価を行った。Figure 2-3A に示すように、遺伝
子導入株 NK92/CD16a は細胞表面で CD16a の発現が認められた。一方、ベクターのみを
導入した NK92/Mock 株では CD16a の発現は認められなかった。次に NK92/CD16a が
ADCC の評価に利用可能かを検討するために、EGFR 高発現株である A431 細胞を標的細
胞としてセツキシマブの ADCC を評価した。ADCC の評価にはカルセインリリース法を用
いた。NK92/CD16a をエフェクター細胞とした場合、セツキシマブの濃度依存的に ADCC
活性が認められた（Figure 2-3B）。一方で NK92/Mock 細胞を用いた場合は ADCC が認め




Figure 2-3 NK92/CD16a 細胞の樹立 
 （A）レトロウィルスを用いて遺伝子導入し樹立した NK92/Mock (ベクターのみ)と NK92/CD16a 細胞
の CD16a 発現（黒塗りののヒストグラム）をフローサイトメトリーで調べた。ガティブコントロールとし
てはアイソタイプ抗体（白抜きのヒストグラム）を用いた。（B）EGFR 高発現株である A431 細胞を標的
細胞としてセツキシマブの ADCC をカルセインリリース法で評価した。NK92/CD16a または NK92/Mock





2-3-3 セツキシマブの ADCC 
 KRAS 変異の ADCC 活性への影響を検討するために、KRAS 変異株及び野生型株を用い
て、ADCC の評価で一般的に用いられる短時間（4 時間）のカルセインリリース法を実施
した。その結果、比較した細胞株間で同程度の ADCC が認められ、KRAS 変異の有無によ
る影響は認められなかった（Figure 2-4A）。またセツキシマブ濃度が 1 g/mL 程度で最大




で認められる ADCC が、CMA 添加によりほとんど阻害され、本評価系で認められる ADCC
はパーフォリン経路を介していることが示唆された（Figure 2-4B）。パーフォリン経路以
外の ADCC の主要な経路として Fas リガンド（FasL）等のデスレセプターリガンドを介し
たアポトーシスの誘導が知られている 11。このアポトーシスの誘導を評価するためには、一
般的な短時間（4 時間）の評価系ではなく、長時間の評価系が必要であることが知られてい
る 10。そこで WST-8 を用いて長時間（24 時間）インキュベート後に細胞生存率を算出し
ADCC を評価した（Figure 2-4C）。CMA 非存在下での実験では、KRAS 変異株より KRAS
野生型株に対する ADCC 効果が強く、これは短時間（4 時間）の評価系での結果とは異な
る結果であった。また、CMA 存在下の実験と比較すると、KRAS 変異株である HCT116
及びDLD-1ではCMAによりADCC効果が大きく減弱する一方で、KRAS野生型株のHkh2
及びDKO-4では、CMA存在下においても一定のADCCが維持された。これらの結果から、





いて、セツキシマブの ADCC の検討を行った。NK92/CD16a を用いた実験と同様に、短時
間（4 時間）の評価系では KRAS 変異の有無に関わらず、同程度の ADCC 効果が認められ
た（Figure 2-5A）。パーフォリン阻害実験により、この短時間評価系では、PBMC をエフ
ェクター細胞とした場合でも、パーフォリンを介した ADCC を主に評価していることが示
された（Figure 2-5B）。一方で、CMA 存在下における長時間（24 時間）の評価では KRAS
野生型株で有意に高い ADCC 効果が認められ、この結果も NK92/CD16a を用いた実験の
結果と一致していた（Figure 2-5C）。 
 以上の結果より、パーフォリン経路を介した ADCC は KRAS 変異による影響を受けない





Figure 2-4 NK92/CD16a を用いたセツキシマブの ADCC 
 （A）標的細胞に、図中に示す濃度のセツキシマブと E:T = 5:1 でエフェクター細胞を加え、4 時間イン
キュベートした後、カルセインリリース法により ADCC 活性を評価した。（B）パーフォリン依存性 ADCC
の寄与を調べるため、パーフォリン阻害時 CMA を加え ADCC 活性を評価した。セツキシマブは 1g/mL
の濃度で用いた。（C）パーフォリン非依存性 ADCC を評価するため、CMA 有無の条件下で長時間（24
時間）の ADCC アッセイを実施した。ADCC 活性は WST-8 アッセイ法を用いて評価した。セツキシマブ
は 1g/mL の濃度で用いた。* p<0.05 は変異細胞株との比較を示す。（D）各細胞にセツキシマブ（100 







Figure 2-5 PBMC を用いたセツキシマブの ADCC 
 （A）標的細胞に、図中に示す濃度のセツキシマブと E:T = 30:1 でエフェクター細胞を加え、4 時間イ
ンキュベートした後、カルセインリリース法により ADCC活性を評価した。（B）パーフォリン依存性 ADCC
の寄与を調べるため、パーフォリン阻害時 CMA を加え ADCC 活性を評価した。セツキシマブは 1g/mL
の濃度で用いた。（C）パーフォリン非依存性 ADCC を評価するため、CMA 非存在下で長時間（24 時間）
の ADCC アッセイを実施した。ADCC 活性は WST-8 アッセイ法を用いて評価した。セツキシマブは







DKO-４及び DKs-8）及び KRAS 変異株（HCT116 及び DLD-1）の増殖抑制効果を検討し
た。その結果、KRAS 野生型株に比べ、KRAS 変異株は FasL 及び TARAIL に対して感受
性が低く、抵抗性を示した（Figure 2-6A）。 
KRAS 変異の影響をさらに検討するため、siRNA によるノックダウン実験を行った。
KRAS 変異株である HCT116 と KRAS 野生型株である WiDr を用いた。HCT116 の比較に
は Hkh2 を用いてきたが、Hkh2 は siRNA によるノックダウン効率が低く本評価に適して
いなかったために、本実験では WiDr 株を KRAS 野生型株として用いた。HCT116 と WiDr
に対する KRAS のノックダウン効果はウエスタンブロッティングにより確認した（Figure 
2-6B）。KRAS 変異株では KRAS ノックダウンにより FasL 及び TRAIL に対する感受性が
有意に増した。一方で KRAS 野生型株では KRAS ノックダウンによる FasL 及び TRAIL
に対する感受性に変化はなかった（Figure 2-6B）。 
デスレセプターの発現の差が感受性に影響を与える可能性があるために、がん細胞に発
現する FasL のレセプター（Fas）及び TRAIL のレセプター（DR4 と DR5）の発現量をフ







Figure 2-6 デスレセプターリガンドに対する感受性 
 （A）各細胞に FasL または TRAIL を 24 時間暴露させた後、WST-8 アッセイ法により細胞生存率を評
価した。DKs-8 も DLD-1 由来 KRAS 変異欠損株（KRAS 野生型）である。* p<0.05 は Hkh2 細胞または
DKO-4 細胞と KRAS 変異型株との比較を示す。# p<0.05 は DKs-8 細胞と KRAS 変異型株との比較を示
す。（B）KRAS または NC siRNA（5 nM）トランスフェクションした 48 時間後の細胞をウエスタンブロ







Figure 2-7 デスレセプターの発現量 
 細胞表面の Fas、DR4 及び DR5 発現量（黒塗りのヒストグラム）はフローサイトメトリーを用いて測
定した。ネガティブコントロールとしてアイソタイプ抗体（白抜きのヒストグラム）を用いた。図は独立







2-3-5 パーフォリン非依存的 ADCC 
 KRAS野生型株に対するパーフォリン非依存的 ADCC 効果のメカニズムを解明するため
に、パーフォリン非依存的 ADCC においてアポトーシスが誘導されているか否かを調べた。
標的細胞（HCT116 及び Hkh2）を緑色蛍光色素である CFSE で標識した。標的細胞にエ
フェクター細胞（NK92/CD16a）及びセツキシマブ（1 g/mL）を添加し、24 時間インキ
ュベートした後に標的細胞のアポトーシスを評価した。またパーフォリンを阻害するため
に CMA を加えて実験を実施した。その結果、KRAS 野生型でのみ顕著な細胞数の減少とア
ポトーシス細胞の増加が認められた（Figure 2-8A）。 
 次にエフェクター細胞（NK92/CD16a）のデスリガンドの発現量を、定量 PCR で調べた。
セツキシマブによる刺激によって、これまで報告されている IFN-の発現上昇と同様に
FasL、TRAIL 及び TNF-の発現上昇が認められた（Figure 2-8B）。これらの因子の発現
上昇が KRAS 野生株に対する ADCC 効果に寄与している可能性が示唆された。 
 FasL や TRAIL がパーフォリン非依存的 ADCC に寄与しているのかを調らべるために、
Fas/FasL または DR/TRAIL の結合を阻害できる中和抗体を用いた実験を実施した。その
結果、抗 Fas 抗体により KRAS野生型株（Hkh2）に対するADCCが有意に減弱した（Figure 
2-8C）。一方、抗 TRAIL 抗体は ADCC に影響を及ぼさなかった。さらに NK92/CD16a と
セツキシマブによって誘導されるアポトーシスが抗 Fas 抗体により抑制された（Figure 
2-8D）。 
 また、アポトーシスシグナル伝達の重要な因子である Caspase-3 の評価でも、KRAS 野
生型でのみ活性化型の cleaved caspase-3 が検出され、TUNEL 法での評価（Figure 2-8A）
と同様の結果であった（Figure 2-9）。 
 以上の結果より、KRAS 野生型細胞株に対するセツキマブのパーフォリン非依存的な







Figure 2-8 Fas/FasL の ADCC への関与 
 （A）蛍光色素 CFSE で標識した標的細胞（HCT116 及び Hkh2）にセツキシマブ（1 g/mL）と E:T = 
0.5:1 で NK92/CD16a 細胞を加え、24 時間インキュベートした。アポトーシスは TUNEL 法で検出した。
（B）セツキシマブを結合させたプレートで NK92/CD16a 細胞を 4 時間インキュベートさせた。定量 PCR
法を用いて各 mRNA の変化量（セツキシマブ刺激の有無）を評価した。データは平均±標準偏差で示す
（n=3）。（C）標的細胞として Hkh2 細胞を用いた。標的細胞にセツキシマブ（1 g/mL）と E:T = 0.5:1
で NK92/CD16a 細胞を加えた。さらに Fas または TRAIL に対する中和抗体を加えた。24 時間インキュ
ベートした後、ADCC活性をWST-8アッセイ法を用いて評価した。データは平均±標準偏差で示す（n=3）。








Figure 2-9 Cleaved Caspase-3 の検出 
 標的細胞（HCT116 及び Hkh2）にセツキシマブ（1 g/mL）と E:T Ratio=0.5:1 で NK92/CD16a 細胞



















Figure 2-10 エフェクター細胞存在下での細胞障害効果 










る 19,23,29。さらに、これまでに ADCC と KRAS 変異の関係は、ほとんど知られていない。
本章では、セツキシマブが誘導する ADCC における Fas/FasL 経路の重要性及びの KRAS
変異による ADCC 耐性機序にについて述べた。 
 セツキシマブを含む抗体薬の ADCC において、PBMC の中では NK 細胞が主要なエフェ
クター細胞として役割を担うことが報告されている 12,30。しかしながら in vitro 試験で
ADCCの評価に適したNK細胞株が存在しないため、過去の報告と同様に、NK細胞株NK92
にFcRIIIaを遺伝子導入し樹立したNK92/CD16aをエフェクター細胞として用いた 31,32。
NK92/CD16a の細胞表面の CD16a 発現量は、健常人ボランティアの PBMC 中の NK 細胞
のそれと比べ、大きな差はなかった（Data not shown）。従って、NK92/CD16a の利用は
セツキシマブの ADCC 評価に適していると考えられた。実際に、NK92/CD16a を用いた実
験と PBMC を用いた実験で、ほぼ同様の結果が得られた（Figure 2-4 と 2-5）。 






 本章では、変異型 KRAS は短時間（４時間）の標準的アッセイで評価した、NK92/CD16a





KRAS 野生型細胞株にのみ認められた（Figure 2-4C と 2-5C）。また、KRAS 変異株はこの
作用に対して抵抗性を示した。複数の過去の報告で、KRAS 変異がデスレセプターリガン
ドに対する抵抗性を細胞に付与することが述べられている。そのメカニズムの一つは、
KRAS 活性化型変異よる Fas の発現減少と、それに伴う FasL 感受性の低下である 38。し
かしながら、本研究で使用した KRAS 変異株において、デスレセプターの発現上昇は認め
られなかった（Figure 2-7）。また、最近別の論文では、大腸がん細胞株において KRAS 変
異が FasL や TRAIL によるデスシグナルを転移シグナルに変換することが報告されている
39。本章では in vitro 実験により KRAS 変異が明らかに FasL を介した ADCC を阻害する
34 
 
ことを証明した。またこの結果はセツキシマブの ADCC に FasL が関与することを示した
初めての報告である。 
 In vitro の実験において、一部の細胞株を除き、ほとんどのすべての細胞株に対してセツ
キシマブ単独での増殖抑制効果はほとんど認められないことが報告されている 15-17, 23。こ
れらの報告と同様に、本章においても、KRAS 野生型株でさえセツキシマブの直接的効果






Fas/FasL を介した ADCC が関与していると考えられた。 
 KRAS はヒトのがんにおいて高頻度で変異が報告されている。膵がんでは主にコドン 12
番目のアミノ酸置換が起きているのに対して、大腸がんではコドン 12 番目（主に G12D 及
び G12V）及び 13 番目（G13D）のアミノ酸置換を伴う変異が主に報告されている 40。現
在、EGFR 抗体療法は KRAS コドン 12 またはコドン 13 変異の腫瘍を持つ大腸がん患者に
は推奨されていない。最近、大規模臨床試験のレトロスペクティブ解析により KRAS G13D
変異の患者はセツキシマブ治療が有効である可能性が示唆されている 41,42。コドン 12 番目
の変異とコドン 13 番目の変異の違いに関しては、さらなる詳細なメカニズムの解析とプロ
スペクティブな臨床試験での解析が必要と考えられている。本研究で用いた KRAS 変異大
腸がん株の HCT116 及び DLD-1 は G13D 変異を有する細胞株である。過去の報告と同様
に、本研究においてもこれらの細胞株に対してセツキシマブは増殖抑制効果を示さなかっ
た 25。また KRAS コドン 12 番目変異の強制発現株の樹立を試みたが、十分な増殖能を示さ
ず評価に耐えうる細胞株の樹立はできなかった。これらの株はおそらくがん遺伝子による
細胞老化の誘導（Oncogene-induced senescence）が起きていると考えられた。本研究では
主にコドン 13 番変異株の検討であるため、今後 KRAS コドン 12 番目変異株を用いたさら
なる検討が必要と考えられた。 
 マウスモデルにおいては、TRAIL を発現する NK 細胞による免疫監視は腫瘍の発生の抑
止に重要であることが報告されている 43。従って、TRAIL がセツキシマブの ADCC に関与
している可能性がある。しかしながら、本研究では FcR への活性化刺激によって TRAIL 
mRNA のわずかな上昇は認められたが、NK92/CD16a やヒト PBMC の細胞表面での
TRAIL 分子は検出されなかった（Data not shown）。NK92 やヒト PBMC で TRAIL タン
パクの発現が検出できない点は、過去の報告と一致していた 36,44。対照的にマウス肝 NK
細胞は恒常的に TRAILを発現しており 34、ヒトNK細胞も特定の刺激により容易に TRAIL






ると、TRAIL を介したセツキシマブの ADCC が大腸がんの肝転移巣で局所的に誘導されて
いる可能性が推察された。本研究で用いた NK92/CD16a や PBMC を用いた実験では
TRAIL の ADCC の関与は認められなかったため、この仮説の解明にはさらなる検討が必要
である。 
 パニツムマブはセツキシマブと同様に大腸がんに対して承認されているもう一つの
EGFR 抗体である。パニツムマブは IgG2 抗体であり、FcR に対する親和性が IgG1 抗体
より低い。従って、ADCC の誘導能は期待されていない。最近の in vitro 試験では、パニ
ツムマブにも少なくとも ADCC の誘導能があることが報告されている 46。しかしながら、
NK 細胞をエフェクターとした ADCC 活性は認められないため、セツキシマブに関する本
研究の新知見はパニツムマブには当てはめて考えることはできない。 
 以上より、本研究により見出された Fas/FasL を介した ADCC は、セツキシマブの新た
な作用機序の一つであると考えられ、セツキシマブの抗腫瘍効果に対する寄与が大きい可
能性が示唆された。さらに KRAS 変異型細胞は、Fas/FasL を介した ADCC 効果に対して
も抵抗性を示すことを明らかにした。このように本研究はセツキシマブの作用機序及び




















 タイプ 1 インスリン様増殖因子受容体（Type I insulin like growth factor receptor 、
IGF-1R）はヘテロ四量体の膜貫通型チロシンキナーゼ型受容体であり、細胞外に位置する
二つのサブユニットとチロシンキナーゼ活性を有す二つのサブユニットから成る 47。二
つのインスリン様増殖因子（IGF1 と IGF2）はそれぞれ IGF-1R のリガンドとして作用す
る。その中で IGF-1 の方が IGF-1R に対する親和性が高く、より強く IGF-1R の細胞外ド
メインに結合することが知られている 48。リガンドが結合すると IGF-1R は活性化し、細胞
内ドメインのチロシン残基が自己リン酸化される。これにより、RAS/RAF/MAPK や
PI3K/AKT 経路へのシグナル伝達が誘起される 49。 
 IGF-1R とそのリガンドは、種々のがん種において形質転換、増殖、転移に関与している
ことが、これまでに報告されている 50-52。このため IGF-1R はがん治療における有望な標的
分子と考えられており、種々の IGF-1R に対する薬剤が創製され臨床開発が行われている
53,54。IGF-1R 抗体薬の内いくつかは優れた安全性プロファイルと腫瘍縮小効果が早期臨床
試験で報告されている 55,56。しかしながら後期臨床試験では、これまでに IGF-1R 抗体薬の
十分な臨床効果は認められていない 53,54。従って、IGF-1R 抗体薬の今後の開発には効果を















 8 週齢雌 C57/BL6j マウス（日本 SLC）を 3 匹用いた。40 g IGF-1R リコンビナントタ
ンパク（a.a., 1-932）と Freund’s complete adjuvant を含んだエマルジョン溶液 100 L を
マウスの尾根部筋肉内に注射した。初回免疫から 17 日後に、50 g IGF-1R リコンビナン
トタンパクの追加免疫を行った。抗血清を採取し、 IGF-1R に対する抗体力価を
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）により、評価した。 
 
ELISA 
 リコンビナント IGF-1R タンパクを 3 g/mL となるように 10 mM sodium phosphate 
buffer で希釈し、96-well plate に 50uL/well で加え、4℃で一晩静置し、結合させた。抗体
の非特異的な反応を防ぐため、プレートに PBS で希釈した 1% bovine serum albumin 
（BSA）を加え、室温で 30 分間ブロッキングを行った。抗血清を 1/100 から 1/200000 ま
で段階希釈した後、プレートに加え室温で1時間静置した。TBS-T （20mM Tris-HCl [pH7.5,  
150mM NaCl and 0.05% Tween-20）で 3 回洗浄した後、 ペルオキシダーゼ標識抗マウス





 初回免疫から 3 週間後、免疫したマウスの腸骨リンパ節からリンパ球を単離し、マウス
ミエローマ SP2 細胞と 5:1 の比率で 50% Polyethylene Glycol 1500 （Life Technologies） 
を用い、細胞融合を行った。得られた融合細胞 （ハイブリドーマ）を HAT 選択培地
（Hybridoma-SFM [Life Technologies], 10% FBS; 1 ng/mL mouse IL-6 [R&D Systems], 
100 mM hypoxanthine [Sigma], 0.4 mM aminopterin [Sigma], and 16 mM thymidine 




 IGF-1R を発現している乳がん由来細胞株の MCF-7 を用い、ハイブリドーマのスクリー
ニングを行った。ハイブリドーマの培養上清と MCF-7 細胞を 4℃、30 分間反応させた。細
胞を洗浄後、phycoerythrin （PE）標識抗マウス Ig 抗体（BD Biosciences）を加え、4℃、
39 
 
30 分間静置した。死細胞を評価から除くために、7-amino-actinomycine D solution 
（7-AAD、BD Biosciences）を加え、室温で 10 分間静置した後、染色した細胞をフローサ





 MCF-7 細胞を multi-test slide glass （MP Biomedicals）上に播種し、培養した。抗
IGF-1R 抗体 1B1 を加え、室温で 60 分間反応させた後、3.7% formaldehyde 含有 PBS を
加え、室温で 15 分処理して固定した。その後、Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体（Life 







3-3-1 抗 IGF-1R マウスモノクローナル抗体の作製 
 リコンビナントヒト IGF-1Rを抗原として用い、3匹のマウスの尾根部筋肉内に免疫した。
追加免疫をした後、抗血清の力価を ELISA 法で評価した。Figure 3-1 に示すように 3 匹す
べての抗血清は高い力価を示すことを確認した。初回免疫から 3 週間後に、免疫したマウ
スから腸骨リンパ節を取り出し、リンパ球を回収した。リンパ球とマウスミエローマ SP2
細胞を PEG 法により融合させた。IGF-1R の細胞外ドメイン特異的な抗体産生融合細胞（ハ
イブリドーマ）クローンを得るために、IGF-1R 発現乳がん由来細胞株 MCF-7 を用いたフ
ローサイトメトリーによるスクリーニングを実施した。フローサイトメトリー法によって
400 の融合細胞から 14 の陽性クローンを取得した。その中で非常に強いシグナルが得られ




子量に対応するバンドを検出した（Data not shown）。抗体のクラスを isotype test kit 用




Figure 3-1 抗血清の力価 







Figure 3-2 MAb1B1 を用いたフローサイトメトリーによる解析 





3-3-2 MAb 1B1 を用いた免疫染色 
MAb 1B1 の解析のために、MCF-7 細胞を用いて免疫染色を実施した。IGF-1R は主に
MCF-7 の細胞膜に局在することが報告されている。本研究で樹立した抗 IGF-1R 抗体 MAb 
1B1 が確かに IGF-1R の細胞外ドメインを認識するかを検討するために、未固定の MCF-7
と MAb1B1 を反応させ免疫染色を行った。Figure 3-3 に示すように、主に MCF-7 細胞の
細胞膜にシグナルが得られた。この結果は、IGF-1R の細胞外ドメインに MAb 1B1 のエピ
トープが存在することを示唆している。また、細胞表面の IGF-1R は特異的な抗体の結合に
より、インターナリゼーションによるダウンレギュレーションが起こることが報告されて
いる 57,58。MAb 1B1 のシグナルはわずかではあるが、細胞内にも認められる事から、MAb 






Figure 3-3 MAb 1B1 を用いた MCF-7 細胞の免疫染色 
 MCF-7 細胞に MAb 1B1 を反応させた後、formaldehyde による固定を行った。（A）MAb 1B1 は Alexa 
















 MAb 1B1 はフローサイトメトリーの他に、免疫染色に利用可能であることを示した
（Figure 3-3）。フローサイトメトリーや免疫染色には未固定の生細胞を利用しているため、





診断には腫瘍のタンパク発現を検出する免疫染色法と遺伝子増幅を検出する in situ 
hybridization 法が使用されている。HER2 以外では、MET に対する抗 MET 抗体が、MET
免疫染色陽性の場合に陰性と比べて臨床効果が高いことが示されており､現在臨床試験で
さらなる検証が進められている。抗 IGF-1R 抗体についても in vitro 試験で､細胞中の
IGF-1R 発現量と薬剤の効果との関連が認められている 59,60。一方で循環腫瘍細胞（CTC）
の免疫染色により IGF-1R 発現量を検出する試みも報告されている 61。CTC は採血により
得られる検体であり、患者負担の少ない低侵襲的に採取可能な血液検体を用いた測定法は，

























 一本鎖切断（SSB）や二本鎖切断（DSB）などの DNA 損傷によってポリ ADP リボース
（PAR）の形成がまず誘導されることが知られている。この反応にはポリ（ADP リボース）
ポリメラーゼ 1（PARP1）が関与しており、DNA 損傷部位に PARP1 がリクルートされ、
活性化し、NAD+を基質として PAR が形成される。このポリ ADP リボシル化は PARP1 や
その他の DNA 修復関連タンパク上で誘導される 62。SSB が起きた場合、塩基除去修復タ
ンパクである X 線修復交差相群 1（XRCC1）は、DNA 損傷部位に形成された PAR 鎖との
強い相互作用によってリクルートされ、DNA の修復が促進される 63。このように PARP1
活性化による PAR 形成は、DNA 修復に重要な過程であり、このステップを阻害すること
が、がん治療に有効であると考えられている。現在、複数の PARP1 阻害剤が DNA 損傷薬
や放射線との併用療法として開発が進められている 62。 
 最近、DNA 修復における PAR の分解の重要性が注目されている。ポリ（ADP-リボース）
グリコハイドロラーゼ（PARG）は PAR を遊離 ADP リボースに分解する酵素である 64,65。
DNA 損傷時の PARP と PARG の働きを Figure 4-1 に示す。PARP が PARP1 をはじめ 17
もの異なる遺伝子から成る一連のファミリータンパクであるのに対して、PARG は単一の
遺伝子にコードされている。その代わり、複数のスプライシングバリアントが報告されて
おり、それぞれ分子量と局在が異なる。すなわち、全長 111kDa の核型、102kDa 及び 99kDa
の細胞質型、65kDa のミトコンドリア型の 3 種である 66。核及び細胞質型のアイソフォー
ムは、DNA 損傷部位に集積し、形成された PAR の分解に関与していることが報告されて
いる 67。PARG 欠損細胞株は PAR 分解及び DNA 修復の遅延を示すことが報告されている
















Figure 4-1 DNA 修復における PARP と PARG の役割 
 DNA 損傷により活性化した PARP は、DNA 損傷部位で PAR を形成する。DNA 修復因子は PAR 形成
により DNA 損傷部位にリクルートされる。一方 PARG は PAR を速やかに分解する。その後、DNA 修復








NCI-H2170（H2170）、SBC-3 及び SBC-5 を用いた。これらの細胞株は 10% FBS を加え




 エクソン14、18、9を標的とした3種の異なるPARG siRNA（s16158、 s16159、 s57868、 
Ambion）を用い、それぞれ PARG siRNA1、PARG siRNA2、PARG siRNA3 とした。PARG 
siRNA とネガティブコントロール（NC）siRNA は 5 nM で使用した。トランスフェクシ




 リン酸化 ATM、リン酸化 Chk1、リン酸化 Chk2 及び PARP1 に対するラビットポリク
ローナル抗体を Cell Signaling Technologies より購入し利用した。ラビットポリクローナ




 細胞を冷 PBS で洗浄した後、プロテアーゼ阻害剤（Roche）とホスファターゼ阻害剤
（Sigma-Aldrich）を添加した M-PER（Thermo Scientific）を用いて溶解した。細胞抽出
液を SDS-PAGE で泳動分離し、PVDF メンブレンに転写した。メンブレンを 1 次抗体で反
応させた後、ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識 2 次抗体を反応させた。化学発光
基質 ECL plus キット（GE Healthcare）を用いて、シグナルを検出した。 
 
放射線感受性試験 
 放射線感受性はクリスタルバイオレット法により評価した 72,73。48 時間前に siRNA で処
理した細胞を室温でガンマ線照射した。照射には研究用照射装置（Gammacell 40 Exactor、









 細胞周期の解析には、BD Cycletest Plus DNA Reagent Kit（BD Biosciences）を用いて
添付の手順書に従い、細胞を調製した。フローサイトメーターは FACS Calibur（BD 
Biosciences）を用いた。細胞周期は FlowJo ソフトウエアを用いて解析した。 
 
統計解析 
 データは平均±標準偏差で示した。P 値が 0.05 以下の場合、有意差ありとした。すべて





4-3-1  PARG siRNA による PC14 におけるノックダウン効果 
 PARG のすべてのアイソフォーム（核型、細胞質型及びミトコンドリア型）を標的とし
た異なる 3 種の siRNA について、ノックダウン効果をヒト肺がん細胞株 PC-14 を用いて検
討した。ウエスタンブロティングでタンパク発現量を調べた結果、いずれの siRNA でも
PARG タンパクを効率よく減少させることを確認した（Figure 4-2A）。一方で PARP1 タン
パクのタンパク量に変化はなかった。次に siRNA によるノックダウンが、PARG の機能を
消失させることを検討するために、過酸化水素で刺激した細胞の PAR 形成を調べた。NC 
siRNA で処理した細胞では顕著な PAR 形成を認められないのに対して、PARG siRNA 処
理細胞ではいずれも PAR 化タンパクの増加が認められた（Figure 4-2B）。PARG ノックダ
ウンにより、PAR 分解機能が低下していることが確認された。さらに PARG siRNA による
PC-14 の放射線感受性の増強が認められるかについて、クリスタルバイオレット法により
放射線照射後 7 日目に評価した。いずれの PARG siRNA 処理細胞も、NC siRNA 処理細胞
よりも放射線感受性が有意に高かった（Figure 4-2C）。 
以上の結果から、検討した 3 種の PARG siRNA は PC-14 細胞の PARG 機能を抑制する
のに十分なノックダウン効率を有していることが分かった。さらに肺がん株においても
PARG 阻害による放射線感受性が得られることが示唆された。また、いずれの PARG siRNA





Figure 4-2 PC-14 細胞の PARG siRNA の効果 
 （A）PARG または NC siRNA をトランスフェクションした 48 時間後に、PC-14 細胞を回収し細胞抽
出液を調製した。PARG および PARP1 のタンパク発現量をウエスタンブロティングにより調べた。（B）
siRNA で処理した細胞に 1 mM H2O2を 10 分間暴露させた。抗 PAR 抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングにより、ポリ ADP リボシル化タンパクを検出した。（C）siRNA で処理した細胞に図中に示す線量の
放射線を照射した。照射後 7 日間培養した後、クリスタルバイオレット染色法により細胞生存率を評価し
た。データは平均±標準偏差で示した（n=3）。*、#または† p<0.05 はそれぞれ PARG siRNA1、siRNA2




4-3-2 PARG siRNA による肺がん細胞株の放射線増感効果の評価 
 PARG siRNA の放射線増感効果を、PC14 以外の 7 種のヒト肺がん細胞株を用いて調べ
た。ウエスタンブロッティングにより、PARG siRNA のノックダウン効率を確認した結果、
7 細胞株すべてで PARG タンパク質の顕著な減少が認められた（Figure4-3A）。放射線増感
効果の検討では、A427、EBC-1、H2170 及び SBC-5 の 4 細胞株では PARG ノックダウン












Figure 4-3 肺がん細胞株における PARG siRNA の放射線増感効果 
 （A）PARG または NC siRNA をトランスフェクションした 48 時間後に、各細胞を回収し細胞抽出液
を調製した。PARG のタンパク発現量をウエスタンブロティングにより調べた。（B）siRNA で処理した細
胞に図中に示す線量の放射線を照射した。照射後 7 日間培養した後、クリスタルバイオレット染色法によ
り細胞生存率を評価した。データは平均±標準偏差で示す（n=3-5）。* p<0.05 は PARG siRNA 処理細胞





4-3-3 放射線照射後の細胞周期に対する PARG siRNA の影響 
 次に放射線照射後の細胞周期の変化について着目し、解析を進めた。増感効果が認めら
れた細胞 2 株（PC-14 及び A427）と増感効果が認められなかった細胞 1 株（H520）を用
いた。細胞周期のヒストグラムを Figure 4-4A に、G2/M の割合を Figure 4-4B に示した。
NC siRNA 処理では、3 株すべてで放射線照射 8 – 24 時間後に共通して G2/M アレストが
起きた。一方で、PARG siRNA 処理では、PC14 と A427 細胞において放射線照射によっ
て誘導される G2/M アレストが抑制された。H520 細胞では、この G2/M アレストの抑制は
認められなかった。以上の結果から、G2/M アレストの抑制が PARG ノックダウンによる
放射線増感効果の増強と関連していることが示唆された。 
 
Figure 4-4 PARG siRNA の放射線誘導 G2/M アレストに対する影響 
 （A）PARG または NC siRNA をトランスフェクションした 48 時間後に、細胞に 4Gy の放射線を照射し
た。照射後、図中に示す時間でそれぞれ細胞を回収し、フローサイトメトリーを用いて細胞周期の解析を
行った。Pre は放射線照射前を示す。3 回の独立した試験の代表例を示す。（B）Flowjo ソフトウェア用い





4-3-4 DNA 損傷チェックポイントシグナルの解析 
 最後に、PARG siRNA 処理細胞における放射線照射後の細胞周期変化のメカニズムを明
らかにするために、ウエスタンブロッティングにより PAR 形成及び DNA 損傷チェックポ
イントシグナルについて調べた。DNA 損傷チェックポイントについては Figure 4-5 に示し
た。NC siRNA を処理した PC-14 細胞では、照射後すぐに PAR の蓄積が認められ、１時間
後にはほぼ照射前までの状態まで減少した。一方、PARG siRNA を処理した細胞では、照
射 1 時間後まで顕著な PAR の蓄積が認められた（Figure4-6A）。またこの PAR 形成は線量
依存的であった（Figure 4-6B）。A427 細胞では、照射前後において PARG siRNA により
顕著な PAR の蓄積が認められた（Figure4-6A）。DNA 損傷時のシグナル伝達及び細胞周期
停止に重要な因子である ATM、Chk1 及び Chk2 のリン酸化の誘導は、NC siRNA を処理
した PC-14 及び A427 細胞で、照射後すぐに認められた。一方で、PARG siRNA 処理によ
りそのリン酸化誘導が減弱していた。この現象は特に照射直後（10min）の ATM と Chk1







Figure 4-5 DNA 損傷チェックポイントの解析 
 DNA 損傷により活性化された ATM は、Chk1 及び Chk2 のリン酸化する。活性化されたリン酸化 Chk1








Figure 4-6 DNA 損傷チェックポイントの解析 
 （A）PARG または NC siRNA をトランスフェクションした 48 時間後に、各細胞に 4Gy の放射線を照
射した。照射後、図中に示す時間でそれぞれ細胞を回収し、細胞抽出液をウエスタンブロッティングに供
した。Pre は放射線照射前を示す。（B）PARG または NC siRNA をトランスフェクションした 48 時間後








HeLa 細胞由来の PARG 欠損株を用いて放射線増感効果を示しているが、そのメカニズム
として SSB や DSB 修復の遅延及び分裂期崩壊（mitotic catastrophe）増強を示した 68。
また Shirai らは PARG 欠損マウス ES 細胞を用いて DSB の修復遅延及びアポトーシス誘




トーシスを示す sub-G1 フラクションの増加は本研究では認められなかった（Figure 4-4A）。
従って、本研究で見出された PARG 阻害による放射線増感効果のメカニズムは、肺がん細
胞特異的なものであるかもしれない。 
 G2/M アレストは DNA 損傷を修復するために一過性に誘導される。細胞周期のチェック
ポイントが無効になると、DNA 修復能が低下することが報告されている 74。本章では、
PARG siRNA が放射線照射直後に誘導される ATM のリン酸化反応を抑制することを示し
た（Figure 4-6）。ATM は DNA 損傷チェックポイントの重要な酵素であり、照射直後の早
期の活性化が DNA 修復に重要である。Haince らは PARP 阻害剤を用いて、PAR 形成が
ATM の DNA 損傷部位へのリクルートや活性化に関与していることを示した 75。本章では
過剰に持続した PAR 蓄積が放射線照射後に PARG ノックダウン細胞で認められ（Figure 
4-6）、これが ATM 活性化に影響を及ぼしている可能性を示した。以上のことから、分解を
含む適切な PAR 代謝が ATM シグナルの開始に重要であると考えられた。 
 チェックポイントキナーゼのリン酸化、特に Chk1 のリン酸化の抑制についても、PARG
ノックダウン細胞で認められた（Figure 4-6）。Chk1 と Chk2 は DNA 損傷後に ATM によ
って活性化され細胞周期の停止を誘導する。Chk1 はすでに化学放射線療法の有力な標的因
子として考えられており、阻害剤の開発が進められている 76。In vitro 試験で、Chk1 阻害
剤は放射線との併用により、放射線照射により誘導されるリン酸化 Chk1 と G2/M アレス
トの減少を介する併用効果が認められている 77,78。本研究においても、同様の事象が認めら
れている。従って、Chk1 の活性化の抑制は PARG ノックダウンによる放射線増感効果の
発現に、重要な過程であると考えられた。 
 本章では、肺がん株 8 細胞株を用いて 5 細胞株で PARG ノックダウンによる増感効果が




告されている 79,80。DNA 損傷を受けた際，野生型の p53 は G1 アレストを誘導する。一方
57 
 
で変異型 p53 ではこの機能が欠損し，ATM/Chk 経路を介する G2/M アレストが主に誘導さ
れるため，この経路に対する阻害剤により p53 変異細胞株で特に強い放射線増強効果が認
められる。しかしながら、本研究では p53 変異と放射線増感効果とに関連性は認められな
かった（Data not shown）。PARG 阻害剤の効率的な開発及び個別化医療の実施のために、
今後は増強効果を予測し得る因子の探索が重要と考えられる。 
 本研究では、siRNA を用いた PARG ノックダウンが複数のヒト肺がん細胞株に対して放
射線感受性を増強させることを示した。この結果より、PARG 阻害が放射線との併用療法
で肺がん治療に有用となる可能性が示された。しかしながら現在までに、PARG に対する









果を目指した新規標的分子 PARG の標的妥当性の検証を行った。 
 
第 2 章 
 抗 EGFR 抗体薬であるセツキシマブの ADCC に対する KRAS 変異の影響を明らかにす
るために、KRAS 野生型および変異型のヒト大腸がん細胞を用いて比較検討を行った。 
 これまでの報告と同様に、セツキシマブの直接的な増殖抑制効果は KRAS の変異の有無
に関わらず限定的であった。シグナル阻害効果が認められないことから、セツキシマブの
抗腫瘍効果に対する受容体への直接的阻害効果の寄与は小さいことが推察された。 





ある。また KRAS 変異がこの Fas/FasL を介したアポトーシス誘導に対して抑制的に働く
ことを示した。従って KRAS 変異によるセツキシマブ療法の耐性機構の一つとして、
Fas/FasL を介する ADCC 経路の阻害が関与していると考えられた。 
 以上より、本章ではセツキシマブの新規作用機序および KRAS 変異による耐性機構とし
て、Fas/FasL を介して ADCC の関与を明らかにした。大腸癌ではすでにもう一つの抗





第 3 章 










から、本章で作製した MAb 1B1 は、基礎研究のみならず，臨床検体を用いたがんの分子診
断の分野でも貢献することが期待される。 
 
第 4 章 
 PAR 形成を担う PARP と同様に、PAR の分解酵素である PARG は DNA 修復に重要な役
割を担っていることが報告されている。本章では、肺がんにおいて放射線増感の標的とし
ての PARG の妥当性を検証するために、複数の肺がん細胞株と PARG に対する siRNA を
用いて放射線増感作用の検討を行った。 
 8 株のヒト肺癌細胞を用いて検討を行った結果、5 株で PARG siRNAによる放射線増感
効果が認められた。増感効果が認められた細胞株では共通して、放射線照射によって誘導
される G2/M アレストや pATM、pChk1 などの DNA チェックポイントシグナルが、PARG 
siRNA によって抑制されることを見出した。また同時持続的な PAR 過剰蓄積が観察されて
おり、PARG ノックダウンによる PAR の分解抑制が DNA 損傷シグナルに影響を及ぼした
ものと推察された。 
 以上より、本章では PARG 機能阻害による肺がん株の放射線感受性の増強効果が認めら
れ、肺癌に対する放射線療法時の PARG 阻害剤の有用性が示唆された。これまでにいくつ
かの PARG 阻害剤の報告はあるが、臨床試験で評価しうる選択的な阻害剤はない。今後、
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